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(54) Sequence d'ADN isolee pouvant servir de zone terminatrice dans un gene chime re utilisable pour la 
transformation des plantes. 

(57) 1) Gene chimere pour la transformation des plantes. 

2) II comprend au moins, dans le sens de la transcription, une zone promotrice, un transgene et une 
zone terminatrice, caracterise en ce que la zone terminatrice est constitue d'au moins un zone 
terminatrice d'un gene d'histone vegetale permettant I'expression de la proteTne dans les zones de 
croissance rapide. 

3) Production de plantes transgeniques. 
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La presente invention concerne I'utilisation de zone terminatrices isolees de genes transcrits de plantes, 
de nouveaux genes chi meres les contenant et leur utilisation pour la transformation des plantes. 

De nombreux caracteres phenotypiques associes a I'expression d'un ou quelques elements geniques peu- 
vent etre integres dans le genome de plantes et confererainsi a ces plantes transgeniques des proprietes agro- 

5 nomiques avantageuses. De fagon non extensive on peut citer: les resistances a des agents pathogenes des 
cultures, la resistance a des produits phytosanitaires phytotoxiques, la production de substances a interet ali- 
mentaire ou pharmacologique. En plus de I'isolement et la caracterisation des elements geniques codant pour 
ces differents caracteres, une expression appropriee doit etre assuree. Cette expression appropriee peut se 
situeraussi bien au niveau qualitatif que quantitatif. Au niveau qualitatif. par exemple spatial: expression pre- 

10 ferentielle dans un tissu particulier, ou temporel: expression inductible. Au niveau quantitatif par la quantite 
accumulee du produitd'expression du gene introduit. Cette expression appropriee depend pour une large part 
de la presence d'elements geniques de regulation associes aux transgenes, en particulier pour ce qui concerne 
les elements quantitatifs et qualitatifs. Parmis les elements primordiaux assurant cette regulation appropriee, 
I'utilisation de zones promotrices homologues ou heterologues, simples ou combinees a ete largementdecrite 

15 dans la litterature scientif ique. L' utilisation de zone terminatrice en aval du transgene ont ete utilisees a seule 
fin de mettre une borne permettant d'arreter le processus de transcription du transgene, sans presuppose 
quant a leur role sur la qualite ou la quantite de I'expression du transgene. 

La presente invention concerne I'utilisation de zone terminatrices isolees de genes transcrits de plantes, 
de nouveaux genes chi meres les contenant et leur utilisation pour la transformation des plantes. Elle concerne 

20 plus particulierement I'utilisation conjointe de zone terminatrices et de promoteurs isoles d'un meme gene 
transcritde plantes. Elle permet I'expression appropriee a la fois quantitative et qualitative des transgenes sous 
le contole de ces elements de regulation genique. Cette expression appropriee obtenue par I'utilisation de la 
presente invention peut concerner des caracteres tels que: la resistance a des agents pathogenes des cultu- 
res, la resistance a des produits phytosanitaires phytotoxiques. la production de substances a interet alimen- 

25 taire ou pharmacologique. En particulier, elle permet de confereraux plantes transgeniques une tolerance ac- 
crue a des herbicides par une expression preferentielle, qualitative et quantitative, du produit d'expression des 
genes chimeres dans les regions de la plante en croissance rapide. Cette expression appropriee particuliere 
du gene de resistance herbicide est obtenue par utilisation conjointe des elements de regulation promoteur et 
zone terminatrice du gene d'histone H4A748 d'Arabidopsis thaliana. Un tel prof il d'expression peut etre obtenu 

30 pourtous les caracteres presentant un interet, tels que decritci-dessus, avec les elements de regulation utilises 
pour conferer une tolerance herbicide accrue. La presente invention concerne egalement les cellules vegetales 
transformees a I'aide de ces genes et les plantes transformees regenerees a partir de ces cellules ainsi que 
les plantes issues de croisements utilisant ces plantes transformees. 

Parmi les produits phytosanitaires utilises pour la protection des cultures, les produits systemiques sont 

35 caracterises en ce qu'ils sont vehicules dans la plante apres application et, pour certain d'entre eux, s'accu- 
mulent dans les parties en croissance rapide, notamment les apex caulinaires et racinaires, provoquant, dans 
le cas des herbicides, I'alteration, jusqu'a la destruction, des plantes sensibles. Pour certain des herbicides 
presentant ce type de comportement, le mode d'action primaire est connu et resulte d'une inactivation d'en- 
zymes caracterisees impliquees dans des voies de biosynthese de composes necessaires au bon developpe- 

40 ment des plantes cibles. Les enzymes cibles de ces produits peuvent etre local isees dans differents compar- 
timents subcellulaire et I'observation du mode d'action de produits connus montre le plus souvent une loca- 
lisation dans le compartiment plastidial. 

La tolerance des plantes sensibles a un produit appartenant a ce groupe d'herbicides, et dont la cible pri- 
maire est connue, peut-etre obtenue par introduction stable dans leur genome d'un gene codant pour I'enzyme 

45 cible, d'origine phylogenetique quelconque, mutee ou non quant aux caracteristiques d'inhibition par I'herbicide 
du produit de I'expression de ce gene. Une autre approche consiste a introduire de fagon stable dans le genome 
des plantes sensibles un gene d'origine phylogenetique quelconque codant pour une enzyme capable de rea- 
liser une metabolisation de I'herbicide en un compose inactif et non toxique pour le develop pement de la plante. 
Dans ce dernier cas, il n'est pas necessaire d'avoir caracterise la cible de I'herbicide. 

so Etant donne le mode de distribution et d'accumulation des produits de ce type dans les plantes traitees, 

il est interessant de pouvoir exprimer le produit de la traduction de ces genes de fagon a permettre leur ex- 
pression preferentielle et leur accumulation dans les regions de la plante en croissance rapide ou ces produits 
s'accumulent. De plus, et dans le cas ou la cible de ces produits est localisee dans un compartiment cellulaire 
autre que le cytoplasme, il est interessant de pouvoir exprimer le produit de la traduction de ces genes sous 

55 forme d'un precurseur contenant une sequence polypeptidique permettant I'adressage de la proteme conferant 
la tolerance dans le compartiment adequat, et en particulier dans le compartiment plastidial. 

Atitre d'exemple illustrant cette approcche on peut citer le glyphosate, le sulfosate ou la fosametine qui 
sont des herbicides systemiques a large spectre de la famille des phosphonomethylglycines. Ms agissent es- 
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sentiellement comme inhibiteurs competitifs vis a vis du PEP (phosphoenol pyruvate) de la 5-enolpyruvylshi- 
kimate-3- phosphate synthase (EPSPS, EC 2.5.1.19). Apres leur application sur la plante, ils sont vehicules 
dans la plante oli ils s'accumulent dans les parties en croissance rapide, notemment les apes caul in aires et 
racinaires, provoquant I'alteration, jusqu'a la destruction, des plantes sensibles. 
5 L'EPSPS, cibleprincipale de ces produits est une enzyme de la voie de biosynthese des acides amines 

aromatiques localisee dans le compartiment plastidial. Cette enzyme est codee par un ou des genes nucleaires 
et synthetisee sous forme d'un precurseur cytoplasmique puis importee dans les plastes ou elle s'accumule 
sous sa forme mature. 

La tolerance des plantes au glyphosate et aux produits de la famille est obtenue par I'introduction stable 
10 dans leur genome d'un gene d'EPSPS d'origine vegetale ou bacterienne, mutee ou non quant aux caracteris- 
tiques d'inhibition par le glyphosate du produit de ce gene. Etant donne le mode d'action du glyphosate, il est 
interessant de pouvoir exprimer le produit de la traduction de ce gene de facon a permettre son accumulation 
importante dans les plastes etde plus, dans les regions de la plante en croissance rapide ou les produits s'ac- 
cumulent. 

15 II est connu, par exemple d'apres le brevet americain 4 535 060, de conferer a une plante une tolerance 

a un herbicide du type ci-dessus, en particulier la N-phosphonomethylglycine ou glyphosate,par introduction 
dans le genome des plantes d'un gene codant pour une EPSPS portant au moins une mutation rendant cette 
enzyme plus resistante a son inhibiteur competitif (le glyphosate), apres localisation de I'enzyme dans le 
compartiment plastidial. Ces techniques demandentcependantaetreameliorees pourune plusgrandefiabilite 

20 dans I'emploi de ces plantes lors d'un traitement par ces produits dans des conditions agronomiques. 

Dans la presente description, on entend par "plante" toutorganisme multicellulaire difference capable de 
photosynthese et par "cellule vegetale" toute cellule issue d'une plante et pouvant constituer des tissus indif- 
ferences tels que des cals, ou des tissus differences tels que des embryons ou des parties de plantes ou des 
plantes ou des semences. On entend par"zone term inat rice" une sequence d'ADN isolee de longueur variable, 

25 situee en aval de la partie codante ou correspondant a la partie structurale d'un gene transcrit. On entend par 
gene de tolerance a un herbicide tout gene, d'origine phylogenetique quelconque, codant soit pour I'enzyme 
cible de I'herbicide, presentant ou non une ou des mutations quant aux caracteristiques d'inhibition par I 'her- 
bicide, soit pour une enzyme capable de metaboliser I'herbicide en un compose inactif et non toxique pour la 
plante. On entend par zones de la plante en croissance rapide, les regions qui sont le siege de mutiplications 

30 cellulaires importantes, en particulier les regions apicales. 

La presente invention concerne la production de plantes transformees ayant notamment une tolerance 
accrue a des herbicides s'accumulant dans les zones en croissance rapides des plantes traitees, par regene- 
ration de cellules transformees a I'aide de nouveaux genes chi meres comportant un gene de tolerance a ces 
produits. L'invention a egalement pour objet la production de plantes transformees ayant une tolerance accrue 

35 aux herbicides de la famille des phosphonomethylglycines par regeneration de cellules transformees a I'aide 
de nouveaux genes chimeres comportant un gene de tolerance a ces herbicides. L'invention concerne egale- 
ment ces nouveaux genes chimeres, ainsi que des plantes transformees plus tolerantes en raison d'une meil- 
leure tolerance dans les parties en croissance rapide de ces plantes, ainsi que les plantes issues de croise- 
ments utilisant ces plantes transformees. Elle a egalement pour objet de nouveaux zone terminatrices pour 

40 la construction des genes chimeres ci-dessus. 

Plus particulierement, l'invention a pour objet un gene chimere pour conferer aux plantes notamment une 
tolerance accrue vis a vis d'un herbicide ayant pour cible I'EPSPS, comprenant, dans le sens de la transcription, 
une zone promotrice, une zone peptide de transit, une sequence codant pour une enzyme de tolerance aux 
produits de la famille des phosphonomethylglycines et une zone terminatrice, caracterise en ce que la zone 

45 terminatrice est constitute d'un fragment d'un zone terminatrice d'un gene d'histone vegetale dans une orien- 
tation quelconque relativement a son orientation initiale dans le gene duquel il derive, permettant I'expression 
preferentielle et I'accumulation de la protefne de tolerance a I'herbicide dans les zones d'accumulation du dit 
herbicide. 

Le gene d'histone, dont est issu le zone terminatrice selon l'invention, provient d'une plante monocotyle- 
50 done telle que par exemple le ble, le mais ou le riz ou de preference d'une plante dicotyledone telle que par 
exemple la luzerne, le tournesol, le soja, le colza ou de preference Arabidopsis thaliana. On utilise de prefe- 
rence un gene d'histone du type H3 ou de preference du type H4. 

La zone peptide de transit comprend, dans le sens de la transcription, au moins un peptide de transit d'un 
gene vegetal codant pour une enzyme a localisation plastidiale, une partie de la sequence de la partie mature 
55 N-terminale d'un gene vegetal codant pour une enzyme a localisation plastidiale, puis un second peptide de 
transit d'un gene vegetal codant pour une enzyme a localisation plastidiale, de preference le gene de la petite 
sous-unite de la ribulose- 1,5- bis phosphate carboxylase/oxygenase (RuBisCO) selon la demande de brevet eu- 
ropeen/ PCT 508 909. Cette zone caracteristique a comme role de permettre le relargage dans le comparti- 
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ment plastidial d'un polypeptide mature avec une efficacite maximale, de preference sous forme native. 

La sequence codante utilisable dans le gene chimere selon I'invention provient d'un gene de tolerance 
herbicide d'origine phylogenetique quelconque. Cette sequence peut etre notammentcelle de I'EPSPS mutee 
ayant un degre de tolerance au glyphosate. 

5 La zone promotrice selon la demande de brevet europeen/ PCT 507 698 peut etre d'origine quelconque, 

sous forme simple ou dupliquee ou combinee d'un gene s'exprimant naturellement dans les plantes, c'est a 
dire, parexemple bacterienne telle que celle du gene de la nopaline synthase, ou virale telle que celle du trans- 
crit 35S du virus de la mosaique du chou-fleur, ou de preference vegetale telle que celle de la petite sous- 
unite de la ribulose-1 ,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase ou de preference telle que celle d'un gene d'his- 

10 tone vegetale et de preference d'Arabidopsis thaliana. On utilise de preference un gene d'histone du type H3 
ou de preference H4. 

Le gene chimere selon I'invention peut comprendre, en plus des parties essentielles ci-dessus, une zone 
intermediate non traduite (linker) entre la zone promotrice et la zone codante ainsi qu'entre la zone codante 
et la zone terminatrice et qui peut etre d'origine phylogenetique quelconque. 

15 

EXEMPLE 1: Construction de genes chimeres 

On effectue la construction de genes chimeres selon I'invention a partir des elements suivants: 

1) Promoteur de gene d'histone: on isole le promoteur a partir d'un clone d'histone H4A748 d'Arabidopsis 
20 thaliana race Strasbourg (M.E. Chaboute, These de I'Universite de Strasbourg, 1987 et M.E.Chaboute et 

al. (1987) Plant Mol.Biol., 8, 179-191). Ce promoteur comprenant environ 900pb entre les sites Aval utilises 
pour I'isoler a 6t6 sous-clon6 au site Sail de pUC18 disponible sur catalogue (Pharmacia #27-4949-01) 
apres remplissage des ext re mites saillantes Sail et Aval par la polymerase de Klenow. L'un des sous- 
clones obtenu presentant I'extremite 5' du promoteur proche du site Hindlll du polylinker de pUC1 8 et I'ex- 
25 tremite 3' du promoteur proche du site Xbal du polylinker de pUC18 a ete utilise par la suite et nomme: 

prom.H4A748/Aval/Sall-pUC18. 

2) Zone peptide de transit: les deux peptides de transit ainsi que les elements de protein e matures utilises 
ont ete decrits, de meme que leur assemblage (M. Lebrun et al., demande de brevet europeen/PCT 508 
909). Cette zone comprend environ 350pb et est nommee Peptide de Transit Optimise (PTO). 

30 3) Gene de tolerance herbicide CT7: il provient du gene mute CT7 (ProlOI en Ser) de I'EPSPS de Sal- 

monella thyphymurium isole par Stalker et al. (1985) J.Biol.Chem., 260, 4724-4728. Le clone pGM34-2, 
fourni par Calgene, a ete linearise par Xbal puis traite par la nuclease de Vigna radiata. Apres recoupure 
par Smal, les deux extremites f ranches ont ete ligaturees. Le clone obtenu possede un site Ncol sur I'ATG 
initiateur de la traduction, ainsi qu'un site Sail a 1 7pb en aval du codon stop. Ce clone a ete nomme pRPA- 

35 BL-104. 

4) Fusion TPO/CT7: une cassette d'expression contenant le transit peptide optimise(TPO) fusionne dans 
le cadre de lecture avec le gene CT7 (B.Leroux et al., demande de brevet europeen/ PCT 507 698) est 
donee dans le vecteur pBSII SK(-) (catalogue Stratagene #212206). Cette cassette 5'-TPO/CT7-3' con- 
tient un site Xbal a son extremite 5' et un site Sstl a son extremite 3'. 
40 5) Gene rapporteur GUS: il s'agit du gene codant pour la p-glucuronidase(GUS) present dans le plasmide 

pBI 101-1 disponible sur catalogue (Clontech #6017-1). 

6) Zone terminatrice histone: elle est isolee a partir du gene d'histone H4A748 d'Arabidopsis thaliana 
(M.E.Chaboute, these de I'Universite de Strasbourg, 1987 et M.E.Chaboute et al. (1987) Plant Mol.Biol., 
8, 179-191). Un fragment Sau3AI de661pbaete isole, rendu a bords francs partraitementala polymerase 

45 de Klenow et sous-clone au site Smal du phagemide pBluescript®ll KS (+) disponible sur catalogue (Stra- 

tagene #212207). La sequence de ce fragment est presentee ci-dessous dans la section :"liste de sequen- 
ce". II a ete montre par cartographie S1 que ce fragment isole comprend a I'interieur d'une region de 200 
pb de son extremite 5', dans le sens originel de la transcription, la sequence correspondant a celle presente 
avant le site de polyadenylation du mRNAderivant de la transcription de ce gene. Le nucleotide A en po- 

50 sition 165 de la sequence de 661 pb correspondant au site d'addition de I'extremite polyadenylee presente 

surle transcrit (Chaboute M.E. etal. (1988) Gene, 71, 217-223). Deux sous-clones ont ete conserves, qui 
presente l'un: I'insert oriente dans le sens originel de la transcription du gene H4A748 sous forme d'un 
fragment Sstl-EcoRI et nomme t-directH4A748/Sau3AI/Smal-pKS, et I'autre en sens inverse sous forme 
d'un fragment Sstl-EcoRI et nomme t-inverseH4A748/Sau3AI/Smal-pKS. 

55 Sequence de 661 pb du zone terminatrice d'histone H4A748 d'Arabidopsis thaliana dans le sens originel 

de la transcrition du gene: 
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7) Zone terminatrice "nos": il s'agit du fragment contenant le signal dezone terminatrice du gene de la no- 
palinesynthase(nos) de pTi37(Bevan M.efa/. (1983) Nucl.Acids Res., 11, 369-385) present surle plasmide 
pBI 101-1 disponible sur catalogue (Clontech #6017-1). 

L'assemblage de tous ces elements a ete effect ue de la fagon suivante sur la base du squelette du vecteur 
25 binaire pour la transformation des plantes via Agrobacterium tumefaciens, pBI 101-1 disponible sur catalogue 
(Clontech #6017-1): 

Construction de pRA-1 : 

30 Le promoteur histone H4A748 d'Arabidopsis thaliana a ete excise du plasmide prom. H4A748/ Aval/Sal I- 

pUC18 sous forme du fragment Hindlll/Xbal de environ 900pb. Ce fragment a ete insere par ligation dans le 
plasmide pB1 101-1 dig ere par Hindlll/Xbal. Le plasmide recombinant obtenu contient, dans lesensde la trans- 
cription du gene chimere: promoteur H4A748/GUS/zone terminatrice nos et a ete nomme pRA-1. 

35 Construction de pRA-2 : 

Le zone terminatrice H4A748 d'Arabidopsis thaliana a ete excise du plasmide t-directH4A748/Sau3AI/Smal- 
pKS sous forme d'un fragment Sstl/EcoRI d'environ 670pb. Ce fragment a ete insere par ligation en substitu- 
tion du zone terminatrice nos apres digestion du plasmide pRA-1 par Sstl/EcoRI. Le plasmide recombinant 
40 obtenu contient, dans le sens de la transcription du gene chimere: promoteur H4A748/G US/zone terminatrice 
H4A748 en orientation directe et a ete nomme pRA-2. 

Construction de pRA-3 : 

45 Le zone terminatrice H4A748 d'Arabidopsis thaliana a ete excise du plasmide t-inverseH4A748/Sau3AI/Smal- 

pKS sous forme d'un fragment Sstl/EcoRI d'environ 670pb. Ce fragment a ete insere par ligation en substitution 
du zone terminatrice nos apres digestion du plasmide pRA-1 par Sstl/EcoRI. Le plasmide recombinant obtenu 
contient, dans le sens de la transcription du gene chimere: promoteur H4A748/GUS/zone terminatrice H4A748 
en orientation inverse et a ete nomme pRA-3. 

50 

Construction de pRPA-RD-146 : 

Le fragment Xbal/Sstl d'environ 1,75kpb contenant PTO/CT7 a ete insere par ligation en substitution du 
gene GUS apres digestion du plasmide pRA-1 par Xbal/Sstl. Le plasmide recombinant obtenu contient, dans 
55 le sens de la transcription du gene chimere: promoteur H4A748/PTO/CT7/zone terminatrice nos et a ete nom- 
me pRPA-RD-146. 
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Construction de pRPA-RD-147: 



Le fragment Xbal/Sstl d'environ 1,75kpb contenant PTO/CT7 a ete insere par ligation en substitution du 
gene GUS apres digestion du plasmide pRA-2 par Xbal/Sstl. Le plasmide recombinant obtenu contient, dans 
5 le sens de la transcription du gene chimere: promoteur H4A748/PTO/CT7/zone terminatrice H4A748 en orien- 
tation directe et a ete nomme pRPA-RD-147. 

Construction de pRPA-RD-148 : 

10 Le fragment Xbal/Sstl d'environ 1,75kpb contenant PTO/CT7 a ete insere par ligation en substitution du 

gene GUS apres digestion du plasmide pRA-3 par Xbal/Sstl. Le plasmide recombinant obtenu contient, dans 
le sens de la transcription du gene chimere: promoteur H4A748/PTO/CT7/zone terminatrice H4A748 en orien- 
tation inverse et a ete nomme pRPA-RD-148. 

15 EXEMPLE 2: Expression de Tactivite d'un gene rapporteur 

1 ) Transformation et regeneration 

Le vecteur est introduit dans la souche non oncogene d'Agrobacterium tumefaciens LBA4404 disponible 
20 sur catalogue (Clontech #6027-1) par croisement triparental a I'aide du plasmide "helper" pRK 201 3 dans Es- 
cherichia coli HB101 selon la procedure decrite par Bevan M. (1984) Nucl .Acids Res., 12, 8711-8721. 

La technique de transformation a partird'explants racinaires d'Arabidopsis thaliana L.-6cotype C24 a ete 
effectuee selon la procedure decrite par Valvekens D. et al. (1988) Proc.Natl.Acad.Sci USA, 85, 5536-5540. 
Brievement, 3 eta pes sont necessaires: induction de la formation des cals sur milieu B5 de Gamborg com pi e- 
25 mente de2,4-D etde kinetine; formation de bourgeons sur milieu B5de Gamborg complements de2iPetd'IAA; 
enracinement et formation de graines sur MS sans hormones. 

2) Mesure de I'activite GUS dans les plantes 

30 a- observations histochimiques 

La revelation de I'activite GUS (Jefferson R.A. et al. (1987) EMBO J., 6, 3901-3907) sur differents 
organes de plantes transgeniques montre que I'expression preferentielle dans les regions meristemati- 
ques est conservee avec les constructions pRA-2 et 3. De plus, la construction pRA-2 permet d'observer 
une activite dans les tissus adultes (feu i lies, racines, hampes florales) qui n'apparait pas avec la cons- 

35 t ruction pRA-1. 

b- mesures fluorometriques 

L'activite GUS a ete mesuree parfluorometrie sur des extraits de bourgeons floraux et de feuilles de 
la rosette (Jefferson R.A. et al. (1987) EMBO J., 6, 3901-3907) a partir de 12 plantes, correspondant a 
des evenements individuels de transformation, pour chacune des constructions pRA-1, 2 et 3. 

40 Les resultats moyens calcules, en pmol MU/min.mg prot., sont les suivants: 



45 Constructions Feuilles ( F) Bourgeons ( B) Rapports B/F 

pRA-1 850,25 3965,33 4,66 

pRA-2 4890,67 33683,75 6,89 

pRA-3 4211,73 27752,45 6,59 

50 

Ces mesures montrent clairement que la zone terminatrice H4A748 en sens direct ou inverse induit une aug- 
mentation de I'activite de I'expression du gene chimere, en particulier dans les regions de la plante en crois- 
sance rapide. 

55 
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EXEMPLE 3: Tolerance de plantes transgeniques a un herbicide 

1 ) Transformation et regeneration 

5 Le vecteur est introduit dans la souche non oncogene d'Agrobacterium tumefaciens LBA4404 disponible 

sur catalogue (Clontech #6027-1) par croisement triparental a I'aide du plasmide "helper" pRK2013 dans Es- 
cherichia coli HB101 selon la procedure decrite par Bevan M. (1984) Nucl.Acids Res., 12, 8711-8721. 

La technique de transformation a partird'explants foliaires de tabac est basee sur la pocedure decrite par 
Horsh R. etal. (1985) Science, 227, 1229-1231. La regeneration du tabac PBD6 (provenance SEITA-France) 

10 a partir d'explants foliaires est realisee sur un milieu de base Murashige et Skoog (MS) comprenant 30g/l de 
saccharose ainsi que 200|ag/ml de kanamycine en trois etapes successives: la premiere comprend I'induction 
des pousses sur un milieu MS additionne de 30g de saccharose contenant 0,05mg d'acide naphtylacetique 
(ANA) et 2mg/l de benzyl am inopurine (BAP) pendant 15 jours. Les pousses formees au cours de cette etape 
sont ensuite developpees par culture sur un milieu MS additionne de 30g/l de saccharose mais ne contenant 

15 pas d'hormone, pendant 10 jours. Puis on preleve des pousses developpees et on les cultive sur un milieu 
d'enracinement MS dilue au demi, a teneur moitie en sels, vitamines et sucres et ne contenant pas d'hormone. 
Au bout d'environ 15 jours, les pousses enracinees sont passe es en terre. 

2) Mesure de la tolerance au glyphosate: 

20 

Vingt plantes transformees ont ete regenerees et passees en serre pour chacune des constructions pRPA- 
RD-A, B et C. Ces plantes ont ete traitees en serre au stade 5 feuilles avec une suspension acqueuse de Roun- 
dup correspondant a 0,8kg de matiere active glyphosatte par hectare. 

Les resultats correspondent a I'observation d'indices de phytotoxicite releves 3 semaine apres traitement. 
25 Dans ces conditions, on constate que les plantes transformees par les constructions presentent en moyenne 
une tolerance acceptable (pRPA-RD-146) voire bonne (pRPA-RD-147 et 148) alors que les plantes temoins 
non transformees sont completement detruites. 

Ces resultats montrent clairement I'amelioration apportee par I'utilisation d'un gene chimere selon I'invention 
pour un meme gene codant pour la tolerance au glyphosate. 
30 Les plantes transformees selon I'invention peuvent etre utilisees comme parents pour I'obtention de lignees 
et d'hybrides ayant le caractere phenotypique correspondant a I'expression du gene chimere introduit. 

Revendications 

35 

1) Sequence ADN isolee pouvant servirde zone terminatrice dans un gene chimere utilisable pour la trans- 
formation des plantes, caracterisee en ce qu'elle comprend dans le sens de la transcription du gene chimere, 
au moins un zone terminatrice d'un gene d'histone vegetale permettant I'expression du produit de traduction 
du gene chimere en particulierdans les regions de la plante en croissance rapide. 

40 2) Sequence ADN selon la revendication 1 , caracterisee en ce que la zone terminatrice est orientee, dans 

le sens de la transcription du gene chimere, de facon directe ou inversee relativementa son orientation initiale 
dans le sens de la transcription du gene dont elle est issue. 

3) Sequence ADN selon Tune des revendications 1 et 2, caracterisee en ce que le zone terminatrice d'his- 
tone provient d'une plante dicotyledone. 

45 4) Sequence ADN selon la revendication 3, caracterisee en ce que le zone terminatrice d'histone provient 

d'Arabidopsis thaiiana. 

5) Sequence ADN selon Tune des revendications 1 et 2, caracterisee en ce que le zone terminatrice d'his- 
tone provient d'une plante monocotyledone. 

6) Sequence ADN selon la revendication 5, caracterisee en ce que le zone terminatrice d'histone provient 
so de Zea mays. 

7) Sequence ADN selon Tune des revendications 1 a 6, caracterisee en ce que le zone terminatrice d'his- 
tone provient d'un gene d'histone vegetale H4. 

8) Sequence ADN selon Tune des revendications 1 a 6, caracterisee en ce que le zone terminatrice d'his- 
tone provient d'un gene d'histone vegetale H3. 

55 9) Sequence ADN selon I'une des revendications 1 a 8, caracterisee en ce que la zone terminatrice 

comprend plusieurs elements dezone terminatrice associes. 

10) Sequence ADN selon I'une des revendications 1 a 9, caracterisee en ce que la zone terminatrice 
comprend un zone terminatrice de gene d'histone associe a un zone terminatrice d'un gene pouvant s'exprimer 
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naturellement dans les plantes. 

11) Sequence ADN selon Tune des revendications 1 a 10, caracterisee en ce qu'elle permet I'expression 
du produit d'un gene de tolerance herbicide dans les zones d'accumulation dudit herbicide dans la plante. 

12) Gene chimere pour la transformation des plantes comprenant au moins, dans le sens de la transcrip- 
5 tion, une zone promotrice, une sequence d'un gene de tolerance herbicide et une zone terminatrice, caracterise 

en ce que la zone terminatrice comporte une sequence selon Tune des revendications 1 a 11. 

13) Gene chimere selon la revendication 12, caracterise en ce que la zone promotrice provient d'un pro- 
moteur de gene d'histone vegetale. 

14) Gene chimere selon I'une des revendications 12 et 13, caracterise en ce que la zone promotrice pro- 
10 vient du meme gene d'histone vegetale que le zone terminatrice. 

15) Gene chimere selon I'une des revendications 12 a 14, caracterise en ce que la zone promotrice 
comprend un promoteur d'histone vegetale duplique. 

1 6) Gene chimere selon I'une des revendications 12 a 15, caracterise en ce que la zone promotrice contient 
au moins un promoteur d'un gene d'histone vegetale associe a un promoteur different issu d'un gene pouvant 

15 s'exprimer naturellement dans les plantes. 

17) Gene chimere selon I'une des revendications 12 a 16, caracterise en ce que le gene codant permet 
de conferer aux plantes une tolerance accrue vis a vis d'un herbicide. 

18) Gene chimere selon la revendication 17, caracterise en ce que le gene de tolerance herbicide est fu- 
sionne a une sequence ADN codant pour une zone peptide de transit permettant I 'accumulation du produit de 

20 la traduction du gene de tolerance herbicide dans un compartiment subcellulaire. 

19) Gene chimere selon la revendication 18, caracterise en ce que la zone peptide de transit permet ('ac- 
cumulation du produit de la traduction du gene de tolerance herbicide dans le compartiment plastidial. 

20) Gene chimere selon la revendication 18, caracterise en ce que la zone peptide de transit comprend, 
dans le sens de la transcription, au moins un peptide de transit d'un gene vegetal codant pour une enzyme a 

25 localisation plastidiale, eventuellement une partie de sequence de la partie mature N-terminale d'un gene ve- 
getal codant pour une enzyme a localisation plastidiale, puis eventuellement un second peptide de transit d'un 
gene vegetal codant pour une enzyme a localisation plastidiale. 

21) Gene chimere selon Tune des revendications 13 a 20, caracterise en ce que le gene de tolerance her- 
bicide code pour une enzyme active vis a vis d'herbicides dont la cible est I'EPSPS. 

30 22) Gene chimere selon la revendication 21, caracterise en ce que le gene de tolerance herbicide code 

pour une enzyme active vis a vis du glyphosate. 

23) Gene chimere selon la revendication 21 , caracterise en ce que le gene de tolerance herbicide est d'ori- 
gine phylogenetique quelconque. 

24) Vecteur pour la transformation des plantes, caracterise en ce qu'il comprend un gene chimere selon 
35 I'une des revendications 1 3 a 23 

25) Souche d'Agrobacterium sp., caracterisee en ce qu'elle contient un vecteur selon la revendication 23. 

26) Cellule vegetale transformee, caracterisee en ce qu'elle contient un gene chimere selon I'une des re- 
vendications 12 a 23. 

27) Plante transformee obtenue a partir d'une cellule selon la revendication 26. 

40 28) Procede de construction d'un gene chimere selon I'une des revendications 13 a 23, caracterise en ce 

qu'on isole respectivement un zone terminatrice d'un gene d'histone vegetale selon I'une des revendications 
1 a 9, au moins une zone peptide de transit, ainsi qu'au moins un transgene et une zone promotrice et que 
ensuite on les assemble dans le sens de la transcription du transgene. 

45 
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